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研究成果の概要（和文）：C9orf72リピート伸長変異は家族性前頭側頭葉変性症（前頭側頭型認知症）および筋
萎縮性側索硬化症の主要な原因遺伝子変異である。我々はこれまで病原性GGGGCCリピートRNA結合タンパク質で
あるhnRNPA3がリピートRNAの代謝を促進することを見出してきたが、そのメカニズムは不明であった。本研究で
は近位ビオチン化法と質量分析を組み合わせることによりhnRNPA3の近隣に位置する物質を網羅的に同定し、
GGGGCCリピートRNA代謝に関与する有望な新規因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：The C9orf72 repeat expansion mutation is a major causative genetic mutation 
in familial frontotemporal lobar degeneration (frontotemporal dementia) and amyotrophic lateral 
sclerosis. We have previously found that the pathogenic GGGGCC repeat RNA-binding protein hnRNPA3 
promotes repeat RNA metabolism, but the mechanism is unknown. In this study, we used a combination 
of proximal biotinylation and mass spectrometry to comprehensively delineate the neighbourhood of 
hnRNPA3 and identify a promising novel factor involved in GGGGCC repeat RNA metabolism.

研究分野： 精神医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
C9orf72変異型の前頭側頭葉変性症・筋萎縮性側索硬化症では、細胞内に病原性GGGGCCリピートRNAが蓄積されて
いる。GGGGCCリピートRNAの分解を促進することができれば、新たな治療法の開発につながる。本研究はいまだ
不明な点が多い、GGGGCCリピートRNAの代謝経路の一端を明らかにしたものである。本研究の成果を応用し、RNA
分解の観点からC9orf72変異型の前頭側頭葉変性症・筋萎縮性側索硬化症の新たな治療法の開発につなげていき
たい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
前頭側頭型認知症（FTD）は前頭側頭葉変性症(FTLD)とも呼ばれる。働きざかりの 65 歳以前

に好発し、失語症や脱抑制的な行動障害を呈する。近年ようやく症候学的分類や蓄積タンパク

に基づく病理分類が確立してきたが、その分子病態はいまだ十分には解明されておらず、疾患

修飾薬は存在しない。また筋萎縮性側索硬化症に代表される運動ニューロン病(MND)をしばし

ば合併する。FTD の約半数には異常なリン酸化を受けた TDP-43 が、およそ 1 割には FUS が蓄

積する。TDP-43 も FUS も核に局在して RNA と結合する ribonucleoprotein (RNP,リボ核タン

パク質)である。分子遺伝学の進歩により家族性 FTD を引き起こす原因としていくつかの遺伝

子変異が同定されてきたが、なかでも C9orf72 遺伝子イントロン上の 6 塩基(GGGGCC)の数百

リピートにもおよぶ異常延長は、FTD の原因遺伝子変異として世界で最も頻度が高い。臨床フ

ェノタイプは FTD のみならず MND で発症する例、FTD と MND を合併する例もある。ここでは

C9orf72 FTD/MND と総称する。C9orf72 FTD/MND では TDP-43 の蓄積をみる。また当該変異保

持者やその血縁者は、FTD 症状が前景に出ていない病初期に高頻度に Psychosis を呈する。 

我々は非翻訳領域に位置するこの C9orf72 GGGGCC リピートが、異常な翻訳である RAN 翻訳

を受けること、さらに TDP-43 以外に、「ジペプチドの繰り返しモチーフを持ち、既存のデータ

ベースには存在しない異常タンパク質=Dipeptide repeat protein (DPR)」が患者脳に多量に

蓄積していることを発見した (Mori K 他 Science 2013, Mori K 他 Acta Neuropathologica 

2013)。C9orf72 FTD/MND 患者の脳には TDP-43 凝集体よりも遥かに多くの DPR 凝集体が存在す

る。開始コドン（ATG）から始まる通常の翻訳にくらべて RAN 翻訳の翻訳効率は低いため、DPR

の発現には多くのリピート RNA が必要であると考えられる。リピート RNA の蓄積の原因とし

ては、「産生の増加」と「分解の低下」の 2 通りが想定されるが、リピート配列がグアニン 4

重鎖構造と呼ばれる特異な高次構造をとり、転写を阻害することから、リピート RNA の産生は

むしろ低下している。よって「C9orf72 FTD/MND ではリピート RNA を含む RNA の分解効率が低

下し、リピート RNA が蓄積している」と考えられる。 

 我々は以前 GGGGCC リピート RNA に選択的に結合するタンパク質を RNA pull down 法により精

製、同定した(Mori K 他 Acta Neuropathologica 2013)。多数の RNA 結合タンパク質が GGGGCC

リピート RNA 結合タンパク質として同定されたが、中でも hnRNPA3 は C9orf72 FTD/MND モデル

細胞で GGGGCC リピート RNA の発現レベルや DPR タンパク質の発現レベルを有意に抑制した

(Mori K 他 EMBO Reports 2016)。しかしそのメカニズムは不明のままである。 
 
 
２．研究の目的 

 hnRNPA3 は何らかの機序により GGGGCC リピート RNA の分解を促進することが想定されたが、

hnRNPA3 自体はその構造上 RNA 分解活性を持たない。GGGGCC リピート RNA の分解促進は

C9orf72 FTD/ALS における病原性 RNA 毒性と DPR 毒性の両者を軽減する点で有効な新規治療方

法となりうるが、hnRNPA3 は、どのようなメカニズムで GGGGCC リピート RNA を分解しているの

だろうか。 

本研究では、GGGGCC リピート RNA 結合タンパク質として我々が同定した hnRNPA3 が、C9orf72

変異型 FTD/MND における病原性 GGGGCC リピート RNA を分解へと導くリレー分子である可能性を

検証した。すなわち hnRNPA3 など天然変性領域を持つ RNP に結合したリピート RNA が、タンパ

ク質間あるいはタンパク質-RNA 間の相互作用を介して RNA 分解の実行機構へと受け渡されてい



る可能性を考えた。本研究ではこうした機序を「RNA 代謝リレー」と名付け、その詳細なメカニ

ズムを検証した。 

 
 
３．研究の方法 

近位（接）ビオチン化法は生きた細胞内で特定分子の極近傍に存在する分子を極短時間で選択

的にビオチン化する方法である。近位ビオチン化処理を実施した後、細胞を可溶化し、ビオチン

と選択的かつ強固に結合するアビジンでコートした磁気ビーズを用いることで、ビオチン標識

された分子を高純度に精製することができる。さらにこれらを質量分析に供することによりビ

オチン標識されたタンパク質を同定することが可能である。上述したようにGGGGCCリピートRNA

結合タンパク質である hnRNPA3 と GGGGCC リピート RNA との結合がリピート RNA の不安定化に関

わることから、本研究では hnRNPA3 のカルボキシ末端に存在する低複雑性ドメインにアスコル

ビン酸ペルオキシダーゼ 2(APEX2)とよばれる遺伝子改変酵素を融合した hnRNPA3-APEX2 を培養

細胞に発現させ、hnRNPA3 介在性の GGGGCC リピート分解関連因子の同定を試みた。APEX2 は近位

ビオチン化法にしばしば用いられる遺伝子改変酵素の一つで、過酸化水素とビオチンフェノー

ルの存在下において、極近傍に存在する物質をビオチン標識する。 

 
 
４．研究成果 

本研究ではまず人工遺伝子合成により APEX2 をコードする DNA 配列を合成し、それを同じく

人工遺伝子合成した hnRNPA3 のカルボキシ末端に存在する低複雑性ドメインに融合し、hnRNPA3-

APEX2 プラスミドを作出した。これを培養細胞に発現させ、hnRNPA3 の近隣に位置する物質を網

羅的にビオチン化し、さらにビオチン標識されたタンパク質を SDS-PAGE に供した上、銀染色し

て可視化し、それをさらに LC-Mass/Mass による質量分析法により網羅的に同定した。そして同

定した GGGGCC リピート分解関連因子について、これらの因子が hnRNPA3 による GGGGCC リピー

ト RNA 代謝に関与している可能性について２次的なスクリーニングを行い、最も有望な因子を

同定した。当該因子をノックダウンすると in situ hybridization において、GGGGCC リピート

RNA の凝集体である RNA foci が増加し、逆に当該因子を過剰発現すると RNA foci は減少した。

さらに C9orf72 リピート変異保持者由来の繊維芽細胞で当該因子をノックダウンしても同様に

RNA foci が増加した。すなわち今回同定した因子は「RNA 代謝リレー」の一翼を担う可能性が示

唆された。成果の一部については、日本神経化学会や日本認知症学会、ADPD2023 学会で報告し

た。現在、論文投稿準備中である。 
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